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［摘要］目的:观察诱导型一氧化氮合酶( inducible nitric oxide synthases，iNOS) 在喉癌组织中的表达，探讨 iNOS 在喉癌侵袭转

移中的作用。方法:应用免疫组织化学 S-P 法检测 66 例喉癌组织及其癌旁正常组织中 iNOS 的表达情况，并分析其表达与喉

癌患者临床分期、病理分级、淋巴结转移等方面的关系。结果:iNOS 在喉癌组织中表达率为 81． 82%，高于癌旁正常组织的

6． 06% ( P ＜ 0． 05) 。不同临床分期、临床分型喉癌患者的 iNOS 表达率差异有统计学意义( P ＜ 0． 05) ，而在年龄、病理分级以及

淋巴结转移方面差异无统计学意义( P ＞ 0． 05) 。结论:iNOS 可能是喉癌侵袭转移机制中的重要肿瘤标志物，在喉癌的淋巴结

转移中具有一定作用，对于喉癌淋巴结转移的判断具有重要意义。
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Expression and clinical significance of
inducible nitric oxide synthases in laryngeal carcinoma

JIANG Cheng-yi1，ZHOU Lei2，ZHAN Xiao-dong1，SHU Ji-hong
( 1． Department of Otorhinolaryngology Head and Neck Surgery，2． Department of Pathology，

The First Affiliated Hospital of Bengbu Medical College，Bengbu Anhui 233004，China)

［Abstract］Objective: To observe the expression of inducible nitric oxide synthases( iNOS) in laryngocarcinoma tissues and its role in
the invasion and metastasis of laryngeal carcinoma．Methods: The expression of iNOS in 66 cases of laryngealcarcinoma tissues and the
normal mucous membrane were detecdted by immunohistochemistry S-P method． The correlation between the expression of iNOS and the
clinical stage，clinical classification，pathological grade and lymph node metastasis of laryngeal carcinoma was analyzed． Results: The
positive rate of iNOS in laryngealcarcinoma tissues and the normal mucous membrance was 81． 82% and 6． 06%，respectively ( P ＜
0． 05) ; the expression of iNOS was significantly correlated with the clinical stage and classification of patients with laryngeal carcinoma
( P ＜ 0． 05) ，but had no relation with the patients'age，pathological grade or lymph node metastasis( P ＞ 0． 05) ． Conclusions: iNOS may
act as an important tumor marker in lymph node metastasis of laryngeal carcinoma． It plays an important role in the invasion，metastasis
and prognosis of laryngeal carcinoma．
［Key words］ laryngeal neoplasms; nitric oxide synthases; immunohistochemistry; pathology，clinical

喉癌是耳鼻咽喉科常见的恶性肿瘤，在头颈部

上皮来源的原发恶性肿瘤中排第二位。肿瘤细胞的

侵袭和转移过程是一个多步骤、多因素、多功能相互

作用的连续或断续的复杂过程。一般认为，肿瘤细

胞脱落、基膜的降解以及肿瘤血管的生成构成了恶

性肿瘤侵袭和转移的三步学说
［1］。在这一机制中，

有许多重要肿瘤标志物参与其中，起到至关重要的

作用。大量的研究
［2］

表明，由一氧化氮合酶( NOS)

催化 L-精氨酸生成的 NO 在机体内参与了众多的病

理、生理过程，与肿瘤的侵袭和转移行为关系密切。
本研究采用免疫组织化学法检测诱导型一氧化氮合

酶( inducible nitric oxide synthases，iNOS) 在喉癌中

的表达，旨在探讨 iNOS 在喉癌侵袭转移中的作用。

1 资料与方法

1． 1 一般资料 66 例标本选自我科 2005 年 5 月

至 2006 年 12 月的喉鳞状细胞癌手术后标本。均经

病理证实为鳞状细胞癌，取距癌旁 ＞ 1 cm 正常黏膜

作为对照。所选病例在本院病理科均有含完整临床

资料的存档蜡块。66 例喉鳞状细胞癌患者中，男 62
例，女 4 例; 年龄 39 ～ 79 岁; 均行手术治疗，术前未

经放疗及化疗。按照 UICC 1992 年标准进行 TNM
分期，其中Ⅰ期 10 例，Ⅱ期 22 例，Ⅲ期 21 例，Ⅳ期

13 例。66 例喉鳞状细胞癌中声门型 39 例，声门上

型 27 例; 无淋巴结转移 42 例，有淋巴结转移 2̀4 例，

淋巴结转移者 ( PN + ) 术后均经病理证实; 病理分

级:Ⅰ级 18 例，Ⅱ级 36 例，Ⅲ级 12 例。
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1． 2 免疫组织化学检测 iNOS 的表达 采用免疫

组织化学 S-P 法检测 iNOS 表达。兔抗人 iNOS 多克

隆抗体，S-P 免疫组织化学试剂盒、浓缩型 DAB 试

剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司。PBS 缓

冲液为本院配制。取玻片 200 张，置清洁液中浸泡

14 h。取出玻片用自来水冲洗后，置 60 ℃烤箱中烘

干备用。所挑标本均经术后 10% 甲醛固定，常规石

蜡包埋。每例蜡块连续切片 4 张，切片厚度 4 ～
5 μm，二甲苯脱蜡，无水乙醇脱水，放入 60 ℃ 烤箱

中至少 2 h 以上。3 张作苏木精 － 伊红染色，其余

3 张备染。石蜡切片经水化后，用 PBS ( pH 7． 4 ) 冲

洗 3 次，每次 3 min。每张切片加一滴过氧化物酶抑

制剂，以阻断内源性过氧化物酶的活性，室温下孵育

20 min。将标本放置在修复液( 枸橼酸盐缓冲溶液

pH 6． 0，95 ℃ ) 中 10 min，用 微 波 炉 高 火 加 热

10 min，室温下自来水冷却 10 min。PBS 冲洗 3 次，

每次 3 min。去除 PBS 液，每张切片加 1 滴非免疫性

动物血清，室温下孵育 20 min，减少非特异性背景，

不必冲洗，吸去多余血清。每张切片加 1 滴一抗，

4 ℃冰箱中过夜。PBS 冲洗 3 次，每次 3 min。去除

PBS 液，每张切片加 1 滴生物素标记的二抗，室温下

孵育 20 min。PBS 冲洗 3 次，每次 3 min。每张切片

加 1 滴链霉素抗生物素蛋白 － 过氧化物酶溶液。室

温下孵育 20 min。PBS 冲洗 3 次，每次 3 min。去除

PBS 液，每张切片加 2 滴新鲜配置的 DAB 溶液，显

微镜下观察 3 ～ 10 min。显色完成后，自来水冲洗，

苏木精复染，乙醇脱水干燥，二甲苯透明，中性树胶

封固。实验步骤严格按照产品说明书进行，北京中

杉金桥生物技术开发有限公司提供阳性对照片，阴

性对照片除用 PBS 代替一抗外，其余步骤相同。
1． 3 结果判断 iNOS 以细胞质中见棕色颗粒为阳

性信号。每张切片观测 10 个视野，根据 iNOS 阳性

细胞染色范围分为阴性、阳性，无明显阳性细胞或阳

性细胞 ＜ 25%者为阴性，阳性细胞≥25%为阳性。
1． 4 统计学方法 采用 χ2 检验。

2 结果

2． 1 iNOS 在喉癌及其癌旁正常组织中的表达

iNOS 在 66 例喉癌组织中有 54 例( 81． 82% ) 阳性表

达，在其癌旁正常黏膜组织中有 4 例( 6． 06% ) 阳性

表达，差异有统计学意义( χ2 = 76． 89，P ＜ 0． 05) ( 见

图 1、2) 。
2． 2 iNOS 与喉癌各临床病理参数的关系 iNOS
阳性率在喉癌临床分期、临床分型差异有统计学意

义( P ＜ 0． 05) ，而在年龄、病理分级以及淋巴结是否

转移差异无统计学意义( P ＞ 0． 05) ( 见表 1) 。

表 1 iNOS 的表达与喉癌各临床病理参数的关系(n)

临床病理

参数
n

iNOS

+ －
阳性率

( % )
χ2 P

年龄

≤60 岁

＞60 岁

16

50

12

42

4

8

75． 00

84． 00
0． 19 ＞ 0． 05

病理分级

I 18 14 4 77． 78

II 36 30 6 85． 71 1． 55△ ＞0． 05

III 12 8 4 66． 67

临床分期

I + II

III + IV

32

34

21

33

11

1

65． 63

97． 06
10． 95 ＜ 0． 01

临床分型

声门型

声门上型

39

27

28

26

11

1

71． 79

96． 30
4． 90 ＜ 0． 05

淋巴结转移★

PN －

PN +

42

24

33

21

9

3

78． 57

87． 50
0． 33 ＞ 0． 05

注:★淋巴结转移情况选取的是术后有明确病理报告证实的病例进行统

计，共 24 例;△示 Hc 值

3 讨论

近年来，虽然在喉癌的诊断和治疗方面取得了

很大进展，但中、晚期喉癌的生存率仍未见提高，而
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且晚期的手术治疗往往有一定致残率，降低了患者

的生存质量和存活率。声门上型喉癌Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ
期的 5 年生存率分别是 100%、87%、72%、42%，声

门型喉癌 T1、T2 和 T3 的 5 年生存率分别是 100%、
91%、79%［3］。根据肿瘤侵袭、转移机制三步学说，

喉癌肿瘤细胞在黏附因子减少的情况下易于脱离原

发灶形成游离的细胞，在基质金属蛋白酶等作用下

溶解破坏基质，使间质天然屏障得到破坏，游离的肿

瘤细胞突破基膜，同时在促进血管形成及提高血管

通透性等因子的帮助下，使游离的肿瘤细胞易于穿

透毛细血管进入循环系统形成转移灶，实现淋巴结

转移。iNOS 作为肿瘤侵袭转移的三步机制中的相

关肿瘤标志物，可能在肿瘤侵袭转移中发挥重要

作用。
NOS 是以 L-精氨酸为底物合成 NO 的酶，在人

体内分为 2 种，固有型 NOS ( cNOS) 和 iNOS。固有

型是细胞本身固有的，在正常生理性刺激下即可引

起血管内皮、神经细胞合成少量 NO，协助调节血压

和传 递 神 经 信 息，但 其 活 性 须 钙 或 钙 调 素 存 在。
iNOS 在正常情况下不表达活性，巨噬细胞、中性粒

细胞、免 疫 细 胞 和 肿 瘤 细 胞 被 激 活 而 表 达 iNOS
mRNA 再翻译成 iNOS，催化产生 NO。而大量的研

究
［4］

表明，由 NOS 催化 L-精氨酸生成的 NO 在机体

内参与了众多的病理生理过程，与肿瘤的侵袭和转

移行为关系密切。在一些人类肿瘤中也有 iNOS 表

达，不同肿瘤细胞中 NOS 表达与否及表达程度不

同，了解不同瘤组织中 NOS 的表达规律，有利于了

解 NO 与肿瘤发生、发展的关系。关于 NO 与肿瘤

生长、侵袭及转移的作用关系，有研究
［5］

表明，NO
作为重要的血管扩张剂，可刺激肿瘤细胞血管内皮

生长因子 ( vascular endothelial growth factor，VEGF)

产生，参与 VEGF 促血管生成过程中的每一步。而

肿瘤细胞生成的 VEGF 可增加内皮细胞生成 NO，可

增加内皮细胞 NOS 的活性
［6］。VEGF 与内皮细胞

表面的受体结合后，激活 C-src 酪氨酸激酶，通过细

胞内钙调蛋白及磷酸肌醇激酶途径增强 NOS 的表

达，刺激产生 NO。同时，NO 通过增强 VEGF 基因启

动子的活性来增加 VEGF 表达，增 加 VEGF 的 合

成
［7］。另有报道

［8］
认为，NO 在 VEGF 促血管内皮

细胞增殖和迁移中起重要作用，而且 NO 还参加

VEGF 的促血管通透性的作用
［9］。

Fukumura 等
［10］

的研究表明，喉鳞状细胞癌组

织中癌组织和血管内皮细胞产生 NO 有促进血管生

成的作用，而且 eNOS 的催化作用在促血管生成过

程中占优势。Franchi 等
［11］

认为，iNOS 的活性与喉

肿瘤血管生成有关。Cavilanes 等
［12］

认为，在咽喉部

鳞状细胞癌的不同发展阶段，各型 NOS 的优势不

同，原位癌早期 iNOS 占优势，中晚期咽喉癌 cNOS
占优势。目前的研究表明，NOS 的异常表达对喉癌

的发生、发展有一定的影响，并且与其恶性程度有

关，可通过 NO 促进喉癌微血管的形成，并通过参与

VEGF 的生血管机制来实现对肿瘤血管的调节。最

近的研究
［13］

证实，VEGF-C 和 VEGF-D 通过其受体

血管内皮因子受体-3 信号转导途径可诱导肿瘤淋

巴管生成，促进肿瘤淋巴结转移。而由于 NO 在体

内存留时间短，目前尚无较好的直接检测方法，多数

通过检测 NOS 来间接反映。本研究显示喉癌组织

中 iNOS 的表达率达 81． 82%，明显高于正常黏膜组

织中 iNOS 表达率，我们推测 iNOS 对喉癌的生长产

生的 NO 可以促进肿瘤细胞的增殖。同时本研究结

果亦表明，临床Ⅲ ～ Ⅳ期、声门上型喉癌患者的

iNOS 表 达 率 高 于 临 床Ⅰ ～ Ⅱ期、声 门 型 ( P ＜
0． 05) 。符合临床上声门上型喉癌较声门型喉癌易

于淋巴结转移这一特点。说明随着喉癌恶性程度的

加深，iNOS 的表达也增强，因此我们认为 iNOS 有促

进喉癌生长的作用，对喉癌的侵袭和转移及预后有

一定临床价值，可作为检测喉癌恶性程度的指标。
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表 3 2 组患者术前及术后肝功能变化情况(x ± s)

分组 n
丙氨酸氨基

转移酶( U /L)

白蛋白

( g /L)

总胆红素

( μmol /L)

凝血酶原

时间( s)

术前( x ± s)

无痛组 25 49． 12 ± 28． 65 33． 26 ± 4． 57 45． 12 ± 23． 86 14． 95 ± 2． 19

普通组 10 49． 79 ± 27． 31 33． 14 ± 4． 63 44． 73 ± 25． 41 15． 04 ± 2． 14

t — 0． 06 0． 07 0． 04 0． 11

P — ＞0． 05 ＞ 0． 05 ＞ 0． 05 ＞ 0． 05

术后 7 d( d ± sd)

无痛组 25 － 0． 30 ± 0． 67＊＊－0． 21 ± 0． 96 － 0． 26 ± 0． 82－ 0． 57 ± 0． 77＊＊

普通组 10 － 0． 68 ± 0． 56＊＊ 0． 56 ± 0． 73 0． 29 ± 0． 59－ 0． 16 ± 0． 84

t — 1． 58 1． 04 0． 10 1． 39

P — ＞0． 05 ＞ 0． 05 ＞ 0． 05 ＞ 0． 05

配对 t 检验: 同组与术前比较＊＊P ＜0． 01

脉曲张的肝硬化患者每年有 8% 发展为静脉曲张，

轻度静脉曲张患者每年有8% 发展为重度静脉曲

张
［2］。静脉曲张出血的发病率每年为 5% ～ 15%，

首次出血的病死率为 40% ～ 70%，近期再出血病死

率高达 20%［3］。因此，防治食管静脉曲张出血是降

低肝硬化患者病死率最为重要的措施。内镜下食管

曲张静脉套扎术是治疗和预防肝硬化并发食管静脉

破裂出血的有效方法，成功率高达 98． 9%［4］，不仅急症

止血成功率高，多次治疗可使曲张静脉很快消失。
传统方法的胃镜检查，患者由于紧张、恐惧，以

及镜身对咽喉部黏膜的刺激，往往导致恶心、呕吐、
憋闷、分泌物多，影响胃镜插入和观察。胃镜下食管

静脉曲张套扎术比普通胃镜检查时间长，要求视野

清晰、定位准确。套扎时，若恶心、呕吐频繁，食管蠕

动过快，给治疗定位造成困难，镜端难以密切接触曲

张静脉，造成吸引不良而破裂出血或皮圈滑脱。而

用无痛胃镜，患者则处于完全松弛的状态，不会产生

恶心、呕吐，分泌物也少，视野清晰，更有利于准确进

行静脉套扎治疗。用于无痛胃镜的静脉麻醉药丙泊

酚是一种新型快速短效的全麻药，其临床特点是起

效快、持续时间短、苏醒迅速而平稳，不良反应少。
近年来，该药物已广泛用于临床各科麻醉及重症患

者镇静。该药具有高亲脂性，具有从血液到中枢神

经系统和周围组织快速分布的特点
［5］。

本研究中无痛组的 25 例次患者均治疗成功，未

发生严重不良反应及并发症，咳嗽、恶心、呕吐、躁动

等反应明显低于普通组，术后遗忘度达 100%。相

反，普通组进镜时则因剧烈呕吐而造成食管曲张静

脉破裂出血 1 例，拒绝进一步治疗 1 例。本组 25 例

次均于术前及术后 7 d 检查肝功能，因丙泊酚起效

快，作用时间短，半衰期仅为 2 ～ 4 min，患者用药前

后肝功能并无显著变化。因此，肝硬化食管静脉曲

张在无痛胃镜下套扎治疗术是切实可行和安全有效

的，不失为一种较好的方法，值得推广。
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